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エバネッセント場照明による 1 分子偏光測定











シンに結合したテトラメチルローダミン (TMR) の励起ダイポールの偏光度を 1 分子レベルで測定した。
本研究では存在するタンパク質分子が 1 分子であることを確認する必要があるので，水溶液中で蛍光色素 1 分子を






のレーザを励起光とし， BODIPY FL のアンチストークス蛍光と TMR または Cy3 のストークス蛍光を観察する方法
である。この観察法と対物レンズ、型エパネッセント場照明法を組み合わせることにより BODIPY FL で標識した l 本
のアクチンフィラメントと TMR で標識した l 個のミオシン Sl を同時に可視化することができた。また， Cy3 で標識
した蛍光性 An アナログ (Cy3-ATP) を使うことによりアクトミオシン運動再構成系で， ミオシン l 分子による ATP
加水分解反応と BODIPY FL で標識したアクチンフィラメントの滑り運動を同時に可視化することができた。
以上の 1 分子観察技術と同時観察法を使用し，蛍光色素 1 分子の励起ダイポールの偏光度を測定できる顕微鏡を構
築した。この顕微鏡でミオシン Sl に結合した TMR の偏光度を測定した結果， Sl の構造はサプ秒から数秒の時間範囲
で揺らいでいることが 1 分子レベルで測定できた。 Sl の SI-I 1 に結合した TMR は Sl に固く結合しているが軽鎖に結
























光をフォトンカウン卜することにより蛍光色素 1 分子の励起偏光度を計測する。この測定方法によりミオシン Sl に
結合したローダミン分子の偏光度を測定し， Sl の軽鎖部分が揺らいでいること，そのゆらぎがアクチンフィラメント
の結合によって減少することを 1 分子のレベルで測定した。
近年，生物学の研究ではタンパク質の物理化学的測定を 1 分子レベルで測定する技術が急速に進歩している。 1995年
に諭文提出者を共著者として水溶液中での蛍光色素 1 分子実時間イメージングの手法が発表されてからは， 1 分子を
直接観察しながら計測を行ったという研究が数多く報告されるようになった。本研究で新たに開発した蛍光観察技術
と 1 分子偏光測定技術は 1 分子計測における従来にない技術であると共に汎用的なものであり，タンパク質の動作原
理の解明のために，今後，多くの研究者が使用していくに違いない。特に，アンチストークス蛍光を使った多色蛍光
顕微鏡法の開発は，長い蛍光顕微鏡の歴史の中でも全く初めてという独創的な研究である。国際的にも高く評価され
た技術であり，一連の研究をまとめた本諭文は博士論文として価値のあるものと認める。
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